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Le vétérinaire aide le producteur laitier à garder son troupeau en santé. Lorsqu’une vache 
est malade, il peut prescrire des antibiotiques. Le cas échéant, le lait de la vache traitée aux 
antibiotiques est jeté. Il n’est donc pas vendu pour consommation. Tout le lait produit est 
analysé avant d’être pasteurisé et transformé afin de s’assurer que les produits laitiers ne 
contiennent pas de résidus d’antibiotiques. Si les analyses indiquent que le lait renferme des 
traces d’antibiotiques, il est jeté et le producteur en cause doit assumer la perte. 
 
Les épreuves de dépistage actuelles de ces résidus médicamenteux sont onéreuses et 
inapplicables sur le terrain. Pour résoudre cette problématique aux pieds de la vache, la 
solution proposée dans ce projet est la fabrication d’un kit de détection basé sur les 
polymères à empreinte moléculaire. Il s’agit de polymères dont la conformation 
moléculaire est complémentaire à celle des antibiotiques. 
 
Dans ce projet, il est question d’améliorer l’efficacité des épreuves de dépistages des 
résidus de tétracyclines en augmentant le nombre de sites d’interaction entre l’antibiotique 
et des polyesters. Trois polymères sont utilisés portant respectivement des groupements 
aromatiques, carboxyliques et hydroxyles. 
 
Une étude antérieure dans notre laboratoire avait déjà donné un pourcentage de rétention de 
tétracycline de 50% pour une composition de 1/3 PLAOH- 1/3 PLACOOH- 1/3 PLAOBn. 
Avec des ajustements, le pourcentage passe à 38.93 % pour une composition de 1/4  
PLAOH- 1/2  PLACOOH- 1/4 PLAOPh, de 44.81 % pour une composition de 1/4 
PLACOOH- 1/2 PLAOH- 1/4  PLAOPh, de 66.34 %pour une composition de 1/4 PLAOH- 
1/4 PLACOOH- 1/2 PLAOPh et de 78.07 % pour une composition de 1/6 PLAOH- 1/6 
PLACOOH- 2/3 PLAOPh. Notre hypothèse était que la présence accrue du groupement 




augmentant ainsi le pourcentage de rétention de l’antibiotique à travers les MIP. Les 
résultats ont confirmé cette hypothèse. 
 






The veterinarian is helping the dairy farmer to keep his flock healthy. When a cow is sick, 
he may prescribe antibiotics. But in that case, the cow milk treated with antibiotics is 
discarded, and not sold for consumption. All milk products are analyzed before being 
pasteurized and processed to ensure that dairy products do not contain residues of 
antibiotics. 
If the analyses show that milk contains traces of antibiotics, it is discarded and the producer 
must bear the loss. 
On place, the current screening tests for drug residues are expensive and inapplicable.  To 
resolve this problem at the feet of the cow, the solution proposed in this project is the 
production of a detection kit based on molecular imprinted polymers. These are polymers 
whose molecular conformation is complementary to that of antibiotics. 
This project is about improving the effectiveness of screening tests for residues of 
tetracyclines by increasing the number of interaction sites between the antibiotic and 
polyester. Three polymers are used respectively, aromatic, carboxyl and hydroxyl groups. 
 
A previous study in our laboratory had already shown a tetracycline retention percentage of 
50% for a composition of 1 / 3 PLAOH-1 / 3 PLACOOH-1 / 3 PLAOBn. After variation in 
the polymers ratio, the percentage obtained is, 38.93 % for a composition of   1 / 4 
PLAOH-1 / 2 PLACOOH-1 / 4 PLAOPh, 44.81 % for a composition of 1 / 4 PLACOOH- 1 
/ 2 PLAOH- 1 / 4 PLAOPh, 66.34 % for a composition of 1/4 PLAOH- 1/4 PLACOOH- 
1/4 PLAOPh and 78.07 % for a composition of 1/6 PLAOH- 1 / 6 PLACOOH- 2 / 3 
PLAPh. 
Our hypothesis was that the increase of the amount of the phenyl group, increases the 
number of specific interaction sites with the antibiotic, and so increases the percentage of 
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I. Les antibiotiques 
Les antibiotiques, sont des médicaments d'utilisation courante en médecine,  ils sont 
cependant de découverte récente et ont permis de sauver de nombreuses vies. En 1897, 
Ernest Duchesne met en évidence les propriétés de certaines moisissures (Penicillium 
glaucum), mais ce n'est qu'en 1928 qu’Alexandre Fleming découvre "officiellement" la 
pénicilline, et ce n’est qu’en 1943, qu’elle sera produite industriellement. Depuis, le 
développement de nouveaux antibiotiques est devenu un pôle important de la recherche 
médicale. 
Les antibiotiques sont définis par leur : 
• Activité antibactérienne (spectre d'activité), 
• Toxicité sélective (mode d'action), 
• Activité en milieu organique (pharmacologie), 
• Bonne absorption et diffusion dans l'organisme. (pharnacocinétique) 
 
I.1. Définition 
Le mot antibiotique provient de deux termes Grec anti : contre, et bios : la vie. Les 
antibiotiques sont des substances chimiques qui ont une action spécifique avec un pouvoir 
destructeur sur les micro-organismes. Ils sont dépourvus de toxicité pour les autres cellules, 
ces molécules peuvent avoir une action bactéricide, ou fongicide, leur efficacité peut être 
également limitée à empêcher le développement des micro-organismes (bactériostatiques 




Un antibiotique est donc un médicament qui a pour effet de tuer des bactéries de façon 
ciblée. Il se distingue d'un antiseptique qui détruit tout germe et parfois même la cellule, de 
manière non ciblée [1]. 
Les antibiotiques peuvent êtres classés selon plusieurs critères : l’origine, le spectre 
d’action, le mécanisme d’action, la classification la plus utile et la plus utilisé est basé sur la 
structure chimique. 
   
I.2. Les différentes classes d’antibiotiques et leurs mécanismes d’actions  
Les antibiotiques les plus couramment utilisés chez les animaux destinés à l'alimentation 
peuvent être regroupés en sept classes (Figure 1) : les bêta-lactamines (ex.: la pénicilline et 
la céphalosporine), les tétracyclines (ex.: l'oxytétracycline, la tétracycline et la 
chlortétracycline), les aminoglycosides (ex.: la streptomycine et la gentamicine) [2], les 
macrolides (ex.: l'érythromycine), les sulfamides [3] (ex.: la sulfaméthazine), les phénicoles 
et les quinolones [4]. 
Ainsi on trouve [1] [5]:  
Les béta-lactamines : Le noyau de base est le cycle béta-lactame. Les antibiotiques de 
cette famille sont des bactéricides. 
Les béta-lactamines agissent au niveau de la paroi bactérienne en inhibant la dernière étape 
de la synthèse du peptidoglycane entrainant une lyse bactérienne. 
 
Les aminosides ou aminoglycosides : Ce sont des hétérosides naturels formés par un ou 
plusieurs glycosides liés à un aminocyclitol. Ce sont des antibiotiques rapidement 
bactéricides. 
Ils perturbent la synthèse des protéines au niveau de la fraction 30S du ribosome entraînant 





Les phénicoles : On trouve,  le thiamphénicole, le florfénicole, et le chloramphénicole. 
Se sont des bactériostatiques, ils agissent au niveau de la sous unité 50 S du ribosome, et 
ceci a pour conséquence une inhibition de la synthèse des protéines. 
 
Les quinolones : Les quinolones [3, 6] ont une structure générale dérivant de l'acide 
dihydro-1,4 oxo-4-quinoléine carboxylique. Les quinolones inhibent la synthèse de l'ADN 
de la bactérie en se fixant sur le complexe "ADN-ADN gyrase" en empêchant la réplication 
et la transcription de l'ADN bactérien [7]. 
 
Les sulfonamides : Ils sont constitués d'un noyau paraminobenzène sulfonamide avec un 
radical R. Ils ont une activité bactériostatique. Ils bloquent l’action de la synthétase [6, 8-
11].  
 
Les macrolides : Les macrolides sont des macrolactones qui agissent en inhibant la 
synthèse protéique bactérienne. Ils se fixent sur l'unité 50 S du ribosome et bloquent ainsi la 
















«Source : [1]» 
 
 









Dans ce travail et parmi ces antibiotiques on a choisi de s’intéresser à la classe des 
tétracyclines et en particulier à la chlortétracycline. 
   
I.3. Les tétracyclines   
Comme leur nom l’indique, les tétracyclines (TC) possèdent une structure chimique 
commune composée de quatre cycles hexacarbonés fusionnés en ligne , elles ont été 
découvertes pour la première fois en 1945 [13], et depuis elles sont utilisés dans le control 
des infections bactériennes chez les animaux et chez les humains [14]. Les tétracyclines 
sont utilisées de façon importante depuis les années 50, les mécanismes responsables de 
leur action inhibitrice ne sont pas entièrement connus. Cependant, il semble établi qu’une 
fois dans le cytoplasme, elles inhibent la synthèse protéique en se fixant sur la structure 
cible, un site localisé sur la sous-unité 30S des ribosomes pour lequel elles présentent une 
grande affinité. Elles perturbent ainsi l’interaction codon-anticodon entre l’ARNt et 
l’ARNm ce qui bloque la phase d’élongation, c’est-à-dire l’attachement du complexe ARNt 
– Acide Aminé au site unique du ribosome. Les tétracyclines agissent donc au stade de la 
traduction protéique (Figure 2) [15]. 
Les tétracyclines sont des agents à large spectre [16], couvrant des bactéries à Gram-
positive et d’autres à Gram-négative, tels que les atypiques Chlamydiae, les mycoplasmes, 
les rickettsies, les parasites et les protozoaires. 
Les tétracyclines  sont des amphotères pouvant former des sels avec des acides ou des 
bases, cette propriété permet d’améliorer de façon importante leur solubilité dans l’eau en 
vue d’une administration par voie intraveineuse. Elle peuvent également former des 
chélates avec des cations (tels que Al3+, Ca2+, Cu2+, Fe2+, Fe3+, Mn2+ ou Zn2+), ce qui risque 
de diminuer l’absorption digestive ou d’entraîner la formation de précipités insolubles avec 
des solutés pour perfusion [15].      
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On distingue des cyclines naturelles et les cyclines hémi-synthétiques. 
Cyclines naturelles 
• Chlortétracycline  
• Tétracycline  
Cyclines hémi-synthétiques 
• Oxytétracycline  
• Doxycycline  
• Minocycline  














«Source : [15]» 




I.4. Consommation accrue d’antibiotiques 
De nos jours, les antibiotiques sont considérés comme les plus importants des composés 
bioactifs produites par synthèse microbiologique. Ils sont largement utilisés pour la 
prévention et le traitement de plusieurs maladies mais aussi comme promoteurs de 
croissance chez les animaux [17]. Plus de 40 000 composés ont été découverts dont 80 sont 
utilisés dans l’agriculture [18].  
 
I.4.1. Consommation d’antibiotiques dans le monde 
Aux États-Unis, plus de 16 millions de kg de composés antimicrobiens sont utilisés chaque 
année, dont environ 70% sont utilisés à des fins non thérapeutiques ; 15,8% d’entre eux 
sont des tétracyclines, 2,3% des sulfonamides, 1,2% des aminoglycosides, 0,19% des 
fluoroquinolones. Le nombre d’antibiotiques utilisé dans l'alimentation des animaux aux 
États-Unis a augmenté de près de 91 000 kg en 1950 à 9,3 millions de kg en 1999 [19] 
(Figure 3), avec une consommation de tétracyclines qui dépasse les 5,6 millions de livres par 
an [20, 21]. 
 
«Source : [19]» 
Figure 3: Pourcentage d’usage d’antibiotiques aux États-Unis en 1999 
En Europe, des données publiées par les pays membre de l’Union Européenne (plus la 
Suisse) affirment que la consommation des agents antimicrobiens en médecine vétérinaire, 




des tétracyclines, 424 tonnes des macrolides, 322 tonnes des pénicillines, 154 tonnes 
d’aminoglycosides, 43 tonnes de fluoroquinolones, et 75 tonnes d’association de  
sulfamides avec le triméthoprime [17].   
Au Royaume-Uni, [19] ont trouve que les tétracyclines sont les plus largement utilisés 
comme composés antibactériens, suivies par les sulfamides, les béta-lactames, les 









Tableau 1: Consommation d’antibiotiques au Royaume-Uni en 2000  
 







 Chlorotétracycline 6 256 
 Tétracycline 1 517 
Sulfonamides Sulfadiazine 14 224 
 Sulfadimidine 4 933 
 Formosulphatthiazole 859 
 Sulfadoxine 545 
Béta-lactames Amoxicilline 17 432 
 Procaïne pénicilline 7 223 
 Procaïne benzylpénicilline 2 811 
 Acide clavulanique 2 194 
 Ampicilline 1 487 
 Benzatine pénicilline 1 363 
 Cloxalline 1 324 
 Céphalexine 1 310 
 Benzylpénicilline 1 273 
 Phénoxyéthyle pénicilline 834 
Aminoglycosides Dihydrostreptomycine 5 978 
 Néomycine 1 079 
 Apramycine 466 
Macrolides Tylosine 5 144 
Fluoroquinolones Enrofloxacine 799 




En Afrique (au Kenya ) la consommation d’antibiotiques [19, 22] durant les cinq dernières 
années étaient de 14 595 ± 1 457 kg par an, distribué dans les différents classes comme 
suit : 7 975 kg (54,65%) des tétracyclines, 3 103,96 kg (21,27%), des sulfamides et de 
954,5 kg (6,56%) des aminoglycosides, 905 kg (6,20%) de béta-lactames, 94 kg (0,64%) 
des quinolones, 35 kg (0,24%) des macrolides et 24 kg (0,16%) des autres (tiamuline) 
(Tableau 2). 
Tableau 2: Consommation d’antibiotiques au Kenya entre 1995 et 1999 
 
Antibiotiques 1995 1996 1997 1998 1999 Totale 
Aminoglycosides 308,63 752.13 462,42 2421,52 843,88 957,7 
Béta-lactames 352,9 572,86 480,65 1 921,9 1 195,45 904,72 
Tétracyclines 3 664,41 15 889,35 9 215,98 7 782,45 3 324,75 7 975,38 
Nitrofuranes 5 244,8 1 155 55 660 385 149,96 
Quinolones 25,08 7,7 6,28 177,57 252,14 93,76 
Sulfonamides 6 876,65 499 605 934,78 6 604,4 3 103,96 
Macrolides 0 165 0 7,79 0 34,56 
Autres 24,75 69,30 23,76 0 0 23,56 
Totale 16 497,22 19 110,34 13 849,09 13 906,01 12 605,62 14 593,66 
«Adapté de : [19]» 
 
La production animale est particulièrement élevée dans des régions comme l’Australie, le 
Mexique, les États Unis d’Amérique et le Canada [23], il serait donc intéressant de voir la 
consommation des antibiotiques à usage vétérinaire dans ces pays. 
 
I.4.2. Consommation au Canada 
Au Canada, la province de l'Alberta a la plus forte densité de production de bovins. La 




têtes. L'utilisation des antibiotiques à usage vétérinaire en Amérique du Nord varie entre 
1300 et 11200 tonnes par an et elle est de 3800 tonnes annuelle dans l'UE [23]. 
Les antimicrobiens sont couramment utilisés comme promoteurs de croissances en 
Amérique du Nord [23-25], plus de 2 millions de kg d'agents antimicrobiens sont 
administré aux bovins chaque année [26], parmi ces agents et en terme de pourcentage on 
trouve 90% sont des sulfaméthazine (SMZ), 65% sont des chlortétracycline (CTC) et entre 
50% et 100% pour la tylosine (TYL) [23]. 
  
L’utilisation des médicaments vétérinaires [27, 28], aura pour effet de générer des résidus 
de médicaments dans les animaux et par conséquent dans leurs produits laitiers : le lait, les 
fromages, les yogourts et même dans la viande. Ces derniers peuvent donc causer 
d'importantes pertes économiques lorsque des lots de produits sont déclassés ou retirés.  
À l'heure actuelle, les occurrences de résidus de médicaments en particulier les 
antibiotiques dans les aliments sont devenus de plus en plus évidentes. D’autres part, 
l’usage inutile, ou en excès, des antibiotiques dans l'élevage laitier, seraient de même l’une 
des principales sources de résidus de médicaments vétérinaires dans le lait. 
  
I.5. Résidus d’antibiotiques dans le lait  
Le lait est l'un des aliments les plus consommés au niveau mondial, il présente aussi une 
source de protéines et de calcium essentiel pour la promotion de la croissance,  surtout chez 
les enfants [1]. Toutefois, en raison de mauvaises conditions d’hygiène dans de nombreuses 
fermes laitières, les vaches ont souvent des ulcères ou des plaies sur les mamelles ceux qui 
nécessitent des antibiotiques pour les traiter et contrôler leur état. Les producteurs sont 




présence de résidus illégaux d'antibiotiques dans le lait et par conséquent, il pourrait être 
très coûteux pour les producteurs qu'un événement malheureux porte atteinte à la réputation 
du lait.  
Au Québec, à titre indicatif, les résidus d’antibiotiques dans le lait ont entrainés en 2002 
des pertes économiques de 1,64 millions de dollars. Cela a poussé Santé Canada à établir 
les niveaux de résidus d’antibiotiques considérés sans risque et dont la présence est 
acceptable dans les tissus ou dans le lait [29]. 
I.5.1. Résidus de tétracycline 
Les résidus d'antibiotiques dans les aliments sont une source de préoccupation [30], car ils 
présentent des risques pour la santé en raison des réactions allergiques qui peuvent leur être 
associées, de leur pouvoir cancérogène et de l'augmentation de la résistance des bactéries 
aux antibiotiques en médecine humaine [19]. 
 Les tétracyclines sont fréquemment utilisées en médecine vétérinaires [19, 31-34]. De 
nombreuses publications [5, 20, 35-37] se sont intéressées à la détermination des résidus de 
tétracyclines chez les veaux [38], les moutons, les porcs [39], les volailles, les poissons 
[40], et même dans le miel [41, 42]. 
En 1998, la Fédération Européenne de la santé animale a réalisé une enquête sur l'usage des 
antibiotiques vétérinaires dans les 15 États membres de l'Union Européenne (UE) et la 
Suisse, il a été constaté que 65% de tous les antibiotiques et des antibactériens consommés 
pour l'utilisation thérapeutique et la prévention sont des tétracyclines [37]. 
Vu la consommation accru de ces antimicrobiens, au cours de ces dernières années, il serait  
important de comprendre, la façon dont les antibiotiques sont utilisés chez les humains et 




l'évolution de la résistance antibactérienne, ce qui va nous permettre de développer des 
stratégies de préventions, et ainsi éviter l’émergence de nouvelles souches résistantes [17, 
43] . 
 
Depuis 1969 et durant, ces dernières années, plusieurs études ont montré qu’il existerait un 
lien directe entre l’utilisation des antibiotiques chez les animaux comme médicaments ou 
comme adjuvants alimentaires, et l’augmentation du nombre d’organismes résistants qui se 
développent [17, 43-45] 
 
I.6. La résistance aux antibiotiques et son évolution  
La résistance aux antibiotiques est la capacité d’un micro-organisme à résister aux effets 
des antibiotiques. Les antibiotiques exercent une pression sélective dans l'environnement. 
Les bactéries présentant une mutation leur permettant de survivre, continuent à se 
reproduire, en transmettant à leur descendance leurs gènes de résistance, produisant 
rapidement une génération des bactéries majoritairement résistantes [17, 19, 46]. 
Parmi les  facteurs qui contribuent au phénomène de la résistance, on trouve les diagnostics 
erronés, les prescriptions abusives et l’utilisation inappropriée d’antibiotiques par les 
éleveurs, par exemple, en complément alimentaire pour une croissance accélérée des 
animaux d’élevages [17]. 
 
La résistance aux antibiotiques peut intervenir par le biais d’un ensemble de mécanismes 
[47] (Figure 4) : 
 
 La mutation de la cible de l'antibiotique : Chaque antibiotique agit en se fixant sur 
une cible précise dans la cellule (paroi, ribosome), la présence d'une modification 




l'antibiotique. C'est un des mécanismes de résistance à la streptomycine, l'un des 
premiers antibiotiques utilisés pour traiter la tuberculose. 
 
 La modification de l'antibiotique : De nombreuses souches résistantes fabriquent 
une enzyme qui modifie ou qui clive la molécule d'antibiotique, la rendant inactive. 
C'est le mécanisme principal de résistance aux béta-lactamines (famille des 
pénicillines et des céphalosporines) qui implique les enzymes de la famille des béta-
lactamases. 
 
 La réduction de la perméabilité membranaire : La bactérie ferme les pores par 
lesquels l'antibiotique pénètre dans la cellule. Ces pores sont normalement 
constitués par des protéines qui forment des canaux et que l'on appelle des porines. 
Les bactéries résistantes réduisent leur nombre de porines. 
 
 L'efflux des antibiotiques : Les bactéries sont capables d'éliminer les antibiotiques 
par transport actif hors de la cellule, qui recrache littéralement les composés 
toxiques en dehors. C'est l'un des principaux mécanismes de résistance de 










Figure 4: Les différents mécanismes de résistances 
Une exposition prolongée à des résidus d'antibiotiques peut entraîner une  
augmentation des bactéries résistantes aux médicaments [18]. Par conséquent, la 
surveillance des résidus d'antibiotiques est très importante dans le contrôle de la sécurité 
des laits pour la consommation humaine. Pour ces raisons, plusieurs contrôles imposés par 
l'Union Européenne (UE), la US Food and Drug Administration (FDA), le Ministère de la 
Fonction publique de la Santé (MOPH) de la Thaïlande, soumettent des limites maximales 
de résidus (LMR) qui tolèrent seulement d'infimes quantités de résidus d'antibiotiques dans 
le lait destiné à la consommation humaine (4). Et dans la même approche, plusieurs plans 
de surveillance des agents antimicrobiens ont été élaborés [48], par des établissements 
nationaux ou internationaux, parmi eux, on trouve: 
- Au plan international et sur la surveillance de la présence des résidus d’antibiotiques 
chez les animaux, on trouve le Codex Alimentarius qui est un organe subsidiaire de 
l’organisation des nations unies pour l’alimentation et l’agriculture et de l’organisation 
mondiale de la santé. Ce codex a été créé pour mettre au point des normes de sécurité 




- Au Canada, les résidus dans les aliments ont été testés dans le cadre du Programme 
National Canadien de surveillance des résidus chimiques. [25, 49].   
- Au États-Unis : le NARMS Système National de Surveillance de la Résistance 
Antimicrobienne des bactéries entériques fondées en 1996.  
-  Au Suède : le SVARM est un centre de surveillance des antimicrobiens, fondé en 
2000. 
- En France : l’AFSSA  Agence Française pour la Sécurité Sanitaire des Aliments. 
 
Dans de nombreux pays, les autorités gouvernementales ont établi des programmes de 
surveillance afin de fixer un niveau maximale de résidu  (LMR) de ces antibiotiques [50], 
et diverses méthodes d'analyses ont été décrites afin de déterminer les résidus 
d'antibiotiques dans le lait [50, 51].  
 
I.7. Méthodes de détections des antibiotiques : avantages et 
inconvénients 
I.7.1 Méthodes physico-chimiques 
Les années 80 ont été marquées par le développement de nouvelles méthodes de dépistage, 
comme la chromatographie liquide à haute performance (HPLC) [20, 27, 52], la 
chromatographie sur couche mince (TLC) [41, 42, 45-48] et l'électrophorèse [53]. 
Bien que ces méthodes, produisent des résultats précis du niveau des résidus 
d’antibiotiques, elles sont cependant, très couteuses, très lentes, et demandent des 
compétences techniques spécialisées.   
La (Figure 5) montre les pics de tétracyclines d’un chromatogramme de HPLC-UV (360 
nm), les temps de rétention correspondant à ces pics sont de 5 min, avec des aires sous la 










«Source : [54]» 
Figure 5: Chromatogramme HPLC de solutions standards de tétracycline à : 0,5, 3 et 5 µg/l  
 
I.7.2 Tests microbiologiques 
Pour le dépistage des résidus d’antibiotiques, les tests microbiologiques sont également 
utilisés pour la détection d’antibiotiques dans le lait [55]. On peut citer parmi eux, le test 
Copan, le test Vlio, et le Delvotest [52-54] qui se basent sur la croissance de Bacillus 
stearothermophillus calidolactis, ces tests sont largement utilisés pour le contrôle du lait 
dans les laboratoires officiels de l’Union Européenne [56].  
Bien que ces tests soient peu couteux, simples, nécessitent peu d’équipement et une infime 
quantité de lait, ils demandent beaucoup de temps et ils sont non spécifiques et non 
quantitatifs. 
La (Figure 6), montre bien que les deux tests, Copan et Delvo, détectent certains 
antibiotiques qu’on trouve dans le lait, comme, la pénicilline G, la cloxacilline, la 
sulfaméthazine, la sulfadiazine, la céphalexine, la gentamicine, et sont moins sensibles pour 






«Source : [57]» 
Figure 6: Limite de détection par le test Copan et le test Delvo (en ng/ml)  
 
I.7.3 Détection rapide  
Des tests rapides ont été introduits dans les années 1980. Ils ont été conçus, en 
tenant compte des besoins des producteurs de lait et de la nécessité de raccourcir la 
le temps des tests de dépistage immédiats d’antibiotiques, il faut 10 à 20 minutes pour 
terminer l’épreuve. 
Basée sur une reconnaissance spécifique de l’antibiotique, parmi les méthodes les plus 
répondues, on site le test Charm II [48, 58], le test ROSA , le test SNAP 
betalactamine  [59] et le test SNAP tetracycline [48]. 
Ces méthodes sont beaucoup plus chères que les méthodes microbiologiques et leur 
principal défaut est le fait qu’il ne détecte que les matériaux qui réagissent avec 
immobilisation des récepteurs, par exemple, les béta-lactamines [48]. 
Les tests présentés à la (Figure 7) montrent la fréquence relative de cas douteux ou de cas 
positifs chez des brebis traitées avec des antibiotiques. Les tests sont : le test BRT, le test 






Figure 7: Comparaison des différents tests utilisés pour  détection d’antibiotiques chez des brebis  
traités aux antibiotiques  
La (Figure 8) montre une comparaison qualitative entre la méthode HPLC et la méthode des 
tests biologiques appliquées à une même race de mouton, et c’est seulement le test 
immunoenzymatique sur les deux qui serait comparable à la méthode HPLC, tandis que le 







«Source [60]»  
Figure 8: Comparaison qualitative entre la méthode HPLC et les tests biologiques 
 
Ces méthodes efficaces étaient nécessaires pour la détermination des niveaux de résidus 
d’antibiotiques dans les aliments. [61] Au regard de l’augmentation de l’usage de ces 
derniers chez les animaux, la FDA et d'autres organismes de réglementation partout dans le 
monde ont fixé des teneurs maximales en résidus pour être surs, qu’elles ne sont pas au-
delà de l'ensemble des niveaux de tolérance. 
 
 
I.7.4 Canada : Trousse de détection des résidus à la ferme 
Il existe plusieurs sortes de tests de détection qui peuvent être utilisés à la ferme. Chacun a 
ses propres avantages et désavantages en matière de coût, de rapidité et de sensibilité. Les 
principaux fournisseurs en Amérique du Nord sont Idexx Laboratories, CHARM Sciences 




Des trousses de détection sont offertes pour détecter les béta-lactamines, les tétracyclines et 
les sulfamides. Il est important toutefois de se rappeler que la majorité des tests ont été mis 
au point pour le lait de vache et on rapporte qu'ils peuvent parfois donner de faux positifs 
dans le cas du lait de chèvre. Le problème est principalement attribuable aux différences 
dans la composition du lait de vache et du lait de chèvre. C'est pourquoi tout résultat positif 
lors du test de détection initial doit être confirmé par des analyses officielles [62].  
 
I.8. La limite maximale de détection des antibiotiques 
Les résidus de médicament vétérinaire [19] sont définis selon le règlement n ° 2377/90    
comme des substances pharmacologiquement actives (qu'elles soient sous forme de 
principes actifs, excipients ou de produit de dégradation) et de leurs métabolites restant 
dans des denrées alimentaires provenant d’animaux auxquels le médicament vétérinaire en 
question a été administré. 
La limite maximale de résidu (LMR) est fixée en mg / kg (parties par million) ou même en 
g / kg (parties par mille). Les résidus en dessous de ces limites sont considérés sans danger 
et les échantillons sont considérés non conformes. La législation diffère considérablement 
de pays en pays, et ceux pour de nombreux produits alimentaires. 
Les LMR sont fondées sur le type et la quantité de résidu considéré comme sans danger 
toxicologique pour la santé humaine, et sont exprimées par les doses journalières 
admissibles (DJA) ou sur la base d'une DJA temporaire utilisant un facteur de sécurité 
supplémentaire. 
La FDA a fixé des niveaux d'inquiétudes pour les résidus de la chlorotétracycline, de 
l’oxytétracycline et la tétracycline dans le lait respectivement de 30, 30 et 80 ng/ml [63], 
[5]. Une étude en 2007 a publié qu’aux États-Unis, la limite maximale de résidu de 




les reins [39]. La limite maximale de tétracycline serait de 100 ng/ml dans le lait et la 
viande pour les pays de l’Union Européenne [32]. 
Le  (Tableau 3) résume les valeurs de MRL de quelques antibiotiques qu’on trouve dans le 
lait, fixées par la Food and Drug Administration des États-Unis (FDA), et par la fondation 




































Tableau 3: Valeurs de MRL d’antibiotiques dans le lait donnés par la FDA et la fondation de 
recherche alimentaire et chimique du Japon 
 
Antibiotiques MRL par FDA (µg/kg) MRL par fondation de 
recherche alimentaire et 
chimique du Japon 
(µg/kg) 
Pénicilline :   
Amoxicilline 10 8 
Ampicilline 10 20 
Cloxacilline 10 20 
Benzylpénicilline 0 4 
Tétracycline :   
Chlorotétracycline 300 100 
Oxytétracycline 300 100 
Tétracycline 300 100 
Aminoglycosides :   
Apramycine   
Dihydrostreptomycine 125 200 
Néomycine 150 500 





L’Union Européenne a établi des valeurs de LMR pour les antibiotiques dans le lait qui 
sont illustrés dans le (Tableau 4). 
 
 
Tableau 4: Limites maximales de résidus selon l’Union Européenne 
 




Amoxiciline Toutes 4 
Ampiciline Toutes 4 
Benzylpéncyline Toutes 4 
Cloxacilline Toutes 30 
Dicloxacilline Toutes 30 
Oxacilline Toutes 30 
Penethamate Bovines 4 
   
Macrolides   
Erythromycine Toutes 40 
Spiramycine Bovines 200 
Tilmicosine Toutes 50 
Tulathromycine Aucunes Pas utilisés 
Tyrosine Toutes 50 
   
Tétracyclines   
Chlorotétracycline Toutes 100 
Doxycycline Bovines Pas utilisés 
Oxytetracycline Toutes 100 
Tétracycline Toutes 100 
   




Dans le (Tableau 5), figurent les LMR de sulfonamide et de quinolone dans le lait de vache, 
fixés par l’Union Européenne, par la commission du Codex Alimentarius au Canada et par  
l’administration de la république de Corée. 
 
Tableau 5: Maximum de résidu de sulfonamides et quinolones dans le lait de vache  
 
Antibiotiques UE (µg/kg) Canada (µg/kg) République  de 
Corée (µg/kg) 
Sulphonamide: Sulfamonométhoxine Sulfadiméthoxine Sulfaméthazine  Sulfamérazine  Sulfaquinoxaline   








































II. Polymères à empreintes moléculaires et détections 
d’antibiotiques 
II.1. Polymères à empreinte moléculaire 
Un des moyens de détection des antibiotiques est l’utilisation des polymères à empreintes 
moléculaires. Depuis leur découverte en 1931 par Polyakov, l’utilisation des polymères à 
empreintes moléculaires a augmenté (Figure 9), ce qui explique l’augmentation 




«Source de [66]» 
Figure 9: Augmentation du nombre de publication concernant les MIP 
 
De nombreux laboratoires de recherches se sont intéressés aux MIP et ceci dans de 
nombreuses applications tels que : analyse d’ampicilline, extraction de la nicotine, dosage 




Tableau 6: Liste de quelques applications des polymères à empreintes moléculaires 
 







Nicotine Extraction [69] 
Caféine Dosage et capteur [70] 





Les polymères à empreintes moléculaires sont des matériaux sur-mesure qui peuvent être 
utilisés dans plusieurs applications différentes. 
Le nombre de publications parues au cours de ces quinze dernières années prouve l’essor 
des MIP dans les domaines des biotechnologies (capteurs, membranes, sondes) et des 
méthodes séparatives (extraction solide-liquide (SPE), chromatographie en phase liquide 
(CPL), électrophorèse capillaire (EC) et électrochromatographie (CEC))[66]. 
Un MIP est préparé [73] à partir d’une molécule dont on veut faire une empreinte, molécule 
autour de laquelle un moule de polymère est réalisé. Des empreintes spécifiques à cette 
molécule sont formées. L’élimination de la molécule empreinte par des procédés adaptés à 
la nature de la liaison monomère fonctionnel - molécule empreinte, laisse des sites capables 
de recapturer spécifiquement la molécule empreinte ou des molécules proches en taille et 
en structure. 
Par une voie chimique on va créer un support possédant des cavités dont la forme 
correspond à l’image inverse de la (ou les) molécule(s) recherchée(s) de la même manière 




conformation tridimensionnelle de la molécule recherchée (Figure 10). Le résultat de la 







«Modifiée de [75]» 
Figure 10: Structure tridimensionnel d’un MIP 
 
Les interactions entre le monomère fonctionnel et la molécule empreinte sont fortes 
(liaisons covalentes, liaisons hydrogène, interactions ioniques). 
Spivak définit la sélectivité d’un MIP comme la conséquence de la formation de cavités de 
formes sélectives au sein de la matrice polymérique, issues de la pré-organisation de 
groupes fonctionnels autour de la molécule imprimée [76]. 
Un polymère non imprimé (NIP, du terme anglais Non Imprinted Polymer) est synthétisé 
en parallèle du MIP afin de comparer le pouvoir de rétention des deux matériaux et de 
vérifier la sélectivité de recapture du MIP par rapport au NIP vis-à-vis de la molécule 
empreinte. 
 
II.2. Caractéristiques des MIP 
Le (Tableau7) résume les principales caractéristiques des MIP idéales qu’on cherche à 
synthétiser dans nos laboratoires [77]. Ces matériaux présentent ainsi des résistances 






 Les MIP sont remarquablement stables contre les agressions mécaniques, les 
températures élevées et les hautes pressions. 
 Les MIP sont résistants contre le traitement avec un acide, une base, ou des ions 
métalliques et ils sont stables dans un large éventail de solvants. 
 La durée de conservation des polymères est également très élevée : le stockage 
pendant plusieurs années à la température ambiante ne conduit à aucune réduction 
de performance.  
 En outre, les polymères peuvent être utilisés de façon répétée, en plus de 100 fois  






























Résistant au stress mécanique 
Stabilité chimique 
 
Résistant à l’effet des acides, des bases, de divers 








0,1-1 mg empreinte moléculaire/g polymère 
 
Mémoire de l’empreinte 
 
Usage répétée ≥ 100 fois sans réduction 
 
Pourcentage de recouvrement 
 
≥ 99 % 
 
«Adaptée de [77]» 
II.3. Différentes approches de synthèses des MIP 
II.3.1 Approche covalente 
Les synthèses de MIP par voie covalente [78] ont été mises en place et étudiées par l’équipe 
de Wulff, celle de Shea et celle de Damen et Neckers [79]. La molécule empreinte est liée 
de façon covalente à un ou deux groupes polymérisables. Lorsque la polymérisation est 
terminée, la liaison molécule - monomère est rompue par hydrolyse ou par réaction de 
clivage spécifique de la liaison ciblée. Cette liaison covalente est capable de se former à 
nouveau lorsque le polymère est en contact avec la molécule empreinte ou un analogue doté 




sont utilisés comme molécule empreinte: alcool avec la formation d’un ester, aldéhyde et 
amine avec la formation d’une base de Schiff.  Gallego-Gallegos a montré [80] une grande 
homogénéité des cavités formées par voie covalente, avec une affinité élevée de ces 
dernières pour la molécule empreinte . Cependant, la cinétique de recapture est souvent 
lente et rend le processus covalent inadéquat (Figure 11). 
 
II.3.2  Approche non-covalente 
L’approche non covalente a été proposée dès les années 1990 par Sellergren puis 
développée, étudiée et optimisée par de nombreuses autres équipes dont celle de Mosbach. 
Les interactions entre monomères fonctionnels et molécule empreinte au cours de la 
polymérisation sont identiques à celles réalisées par la suite entre le polymère et la 
molécule recherchée lors de l’étape de recapture. Il s’agit d’interactions faibles de nature 
non covalente (liaisons hydrogènes, dipôle-dipôle, interactions ioniques [78] (Figure 11). 
 
 
«Source de [81]» 
Figure 11: Approche covalente et non-covalent 
II.3.3 Une nouvelle approche  




Comme modèle médicamenteux antibiotique nous avons choisi la tétracycline. Il fallait 
choisir un polymère pour fabriquer la matrice, nous avons choisi les polyesters issus de 
l’acide lactique (PLA) comme polymère de base.  
La polymérisation est faite et l’empreinte est produite par un mécanisme strictement 
physique, le protocole de synthèse de MIP, consiste à piéger l’antibiotique (la tétracycline) 
dans un nuage polymérique (PLAOH- PLACOOH- PLAPh). 
 
III. Les polylactides 
Les polyesters aliphatiques tels que, le polylactide (PLA), le polyglycolide, le 
polycaprolactone, ont reçu depuis plusieurs décennies une attention considérable en raison 
de leur large spectre d’application dans le domaine nutritionnel et dans le domaine 
médicale. Par exemple, le plastique des sacs et des bouteilles biodégradables utilisées dans 
l'industrie alimentaire, les fils biorésorbables des sutures chirurgicales, certains bandages 
sont composés principalement de ces polymères [82-85]. 
 
Toutefois, le PLA présente quelques inconvénients [86] énumérés comme suit:  
 En raison d'une forte hydrophobicité : l'absence de groupes hydrophiles dans sa 
chaîne moléculaire, ce qui conduit à une mauvaise pénétration cellulaire. 
 L'absence de groupes fonctionnels, qui limite son application. 
 Augmentation de l'acidité du milieu au cours de la dégradation du PLA. 
 
Afin de surmonter ces problèmes, de nombreux groupes de recherches se sont intéressés à 
la modification chimique du PLA. Des approches communes impliquant l'introduction de 
divers produits chimiques contenant des groupements fonctionnels dans sa chaîne latérale 




Le polylactide (PLA) est un polymère dont la configuration chimique est représentée  ci-
dessous (Figure 12) : 
 
Figure 12: Structure chimique du polylactide 
Le PLA est un polymère, aliphatique, thermoplastique et entièrement biodégradable grâce à 
ses excellentes propriétés mécaniques [87] et sa décomposition naturelle [82]. 
Le PLA est donc l’un de ces polymères, dans lequel les longues molécules filiformes sont 
construites par la réaction d’un groupement acide d’une molécule d’acide lactique sur le 
groupement hydroxyle d’une autre pour donner une jonction ester. 
En raison de la nature chirale de l'acide lactique [88], plusieurs formes distinctes de 
polylactide existent. Le poly-L-lactide (PLLA) est le produit résultant de la polymérisation 
de l’acide L lactique. 
Comme la plupart des autres polyesters, ce PLLA  a une cristallinité faible de l'ordre de 
37%., une température de transition vitreuse entre 50-80 °C et une température de fusion 
entre 173-178 ° C [89] 
Dans notre cas le DL PLA est un polymère issu de la polymérisation du racémique de 
l’acide lactique. C’est un polymère totalement amorphe dont la température de transition 
vitreuse est de 60 °C environ. Pour faire une synthèse plus efficace, on utilise en fait un 




IV. Le projet 
Dans ce travail, une approche plutôt originale a été retenue dans notre laboratoire, et qui 
consiste à fabriquer des MIP à partir de polymères déjà construits, en l’occurrence des 
polyesters et plus précisément de l’acide polylactique fonctionnalisé.  
 
IV.1. Les hypothèses de notre travail   
Dans notre travail il est question de détecter la tétracycline, pour cela on a choisit 
l’approche non covalente connue pour son efficacité et les polyesters (le polylactide qui est 
non toxique, facile à synthétiser…..). En se basant sur un travail précédant [29] qui a 
montré l’efficacité des polyesters pour la fabrication des MIP avec une composition de 1/3 
PLAOH, 1/3 PLACOOH et 1/3 PLAOBn une nouvelle hypothèse est venue s’ajouter, 
proposant une augmentation de la portion de PLAPh dans quatre nouveaux lots de MIP. 
Cette augmentation aura un effet direct sur l’augmentation du nombre de site d’interaction 
spécifique avec la tétracycline; cette même augmentation pourrait-elle avoir une 
conséquence directe sur le pourcentage de rétention de la tétracycline à travers les MIP. 
Pour vérifier cette hypothèse on a fixé un certains nombres d’objectifs qui sont les 
suivants :   
 
IV.2. Les objectifs   





 À l’aide de ces trois polymères, préparer et caractériser des polymères à empreintes 
moléculaires (MIP). 
 Améliorer le pourcentage de rétention de tétracycline à travers des MIP en 
modifiant les portions des trois polymères et voir si le pourcentage de recouvrement 
de tétracycline est supérieur ou pas à 55 %.  Ce pourcentage qui avait été trouvé 





Matériels et méthodes 
 
Tous les matériaux sont fournis par Sigma Aldrich (Ontario, Canada), et les solvants par le 
laboratoire MAT INC, (Montréal, Canada). 
 
I Synthèses et fabrication des polymères  
 
La première synthèse des polymères (PLA-allyle, PLAOH, et PLACOOH) durant la 
première période du projet est faite en suivant un protocole déjà réalisé par un autre 
étudiant du laboratoire dans un projet similaire [29] selon le schéma suivant (Figure 13):  
                                               
 




I.1. Protocole de synthèse 
I.1.1 Synthèse de PLA-allyle : Réaction de polymérisation du 3,6-diméthyl-1,4-





Figure 14: synthèse de PLA-allyl 
 
- Mélanger géométriquement du dilactide et du SnPh4 (avec un ratio de 1 :10 000), et 
mettre le mélange dans un ballon. 
- Disperser le tout dans 50 ml de toluène. 
- Évaporer le toluène avec un évaporateur rotatif (140 rpm, 45 ºC). 
- Ajouter le volume calculé de glycidyl éther. 
- Préchauffer le bain de paraffine et le régler à 180 ºC. 
- Placer le ballon, purger le système à l’argon. 




- Une fois les 6 heures écoulées, laisser refroidir. 
- Ajouter de l’acétone pour dissoudre le polymère, puis précipiter dans l’eau.   
- On récupère ainsi le polymère et on laisse sécher sur un banc de séchage. 
 




Figure 15: Synthèse de PLAOH 
 
- Dissoudre la quantité voulue de PLA-allyl dans 300 ml de tétrahydrofurane (THF) 
dans un ballon de 2 l, mettre le tout sur bain de glace, sous agitation magnétique 
jusqu’à dissolution complète. 
- Ajouter le volume calcule de BH3.THF 1M, goutte à goutte (1 équivalent de 
BH3.THF 1M par 1 ٪ de groupement allyle).  




- Ajouter par la suite NaOH (1,5 équivalent /allyle). 
- Ajouter le volume calculé de H2O2 et laisser agiter pendant 1 heure. 
- Ajouter 50 ml d’eau. 
- Évaporer le THF à l’aide de l’évaporateur rotatif (bain a 42 ºC). 
- Éventuellement mettre le ballon sur glace quelques minutes pour favoriser la 
solidification du polymère, jeter l’eau. 
-  Lavage à l’acétate d’éthyle : resuspendre le polymère dans 50 ml d’AcEt. Une fois 
le polymère dissous ajouter 100 ml d’eau et agiter. 
- Évaporer le solvant, et jeter l’eau (couleur verte foncée). 
- Le polymère récupéré est blanchâtre avec une teinte verte.  
- Répéter le lavage 2 à 3 fois avec 50 ml de AcEt/100ml d’eau, et évaporer le solvant. 
- Sécher sous pression réduite toute la nuit.  
 
 
I.1.3  Synthèse de PLA-COOH : Réaction de Jones  
 
 





- Dissoudre le PLAOH dans 100 ml d’acétone. Bouchon (en caoutchouc avec une aiguille 
pour éviter la surpression) et placer sur bain de glace (0 ºC). 
- Ajouter lentement la solution de Jones. La solution passe du jaunâtre au vert au gris-vert. 
- Retirer du bain de glace après une dizaine de minute. 
- Le reste de la réaction se fait à température de la pièce. Durée de la réaction 2h 30 min. 
À la fin : couleur bleu-vert. 
- Ajouter 30 ml isopropanol. Ajouter 50 ml de HCl 1N. 
- Évaporer (50 ºC) l’acétone sous vide. 
- Le solvant organique éliminé, le polymère se présente sous la forme de blocs blanchâtres 
flottant dans l’eau bleue-verte. Si nécessaire refroidir le polymère sur lit de glace pour 
favoriser sa solidification. Jeter la phase aqueuse (verte).  
- Lavage trois fois : acétate éthyle 650 ml + 100 ml eau. Évaporer le solvant. Jeter l’eau. 
(répéter jusqu’à ce que l’eau soit limpide sans la couleur verte apparente indicative de la 
présence de chrome).  
- Sécher sous pression réduite toute la nuit. 
 
I.1.4  Synthèse de PLAPh  
Pour le PLAPh, il n’a pas été possible de suivre le protocole déjà utilisé dans le laboratoire 
La récupération d’un précipité de PLAPh était un échec. On est donc inspiré de la synthèse 
du PLA-allyl, déjà citée précédemment, en remplaçant le glycidyl éther par le glycidyl 









Figure 17: Synthèse de PLAPh 
  
II   Synthèse des MIP de PLA 
Trois étapes sont à suivre :  
- l’imprégnation des MIP. 
- Le lavage des MIP. 
- Et la reconnaissance ou la recapture de l’antibiotique. 
 
II.1. Préparation des MIP 
Une approche plutôt originale a été retenue dans notre laboratoire [29]. Elle consiste à 
fabriquer des MIP à partir de polymères déjà construits, en l’occurrence des polyesters et 




La polymérisation est faite selon le protocole et l’empreinte est produite par un mécanisme 
strictement physique.  
 
Pour la fabrication des MIP, comme déjà mentionné, on a suivi une méthode de travail déjà 
validée antérieurement [29]. On s’est inspiré des méthodes d’arrimage entre une substance 
active et son récepteur. C’est à dire d’augmenter le nombre de liaisons spécifiques entre les 
deux entités. 
Ainsi on a préparé  4 lots de masse totale de 1gramme et de compositions en masse:  
Premier lot : 1/2 de PLAOH, 1/4 de PLACOOH, et 1/4 de PLAPh. 
Deuxième lot : 1/4  de PLAOH, 1/2 de PLACOOH, et 1/4 de PLAPh. 
Troisième lot : 1/4 de PLAOH, 1/4 de PLACOOH, et 1/2 de PLAPh. 
Quatrième lot : 1/6 de PLAOH, 1/6 de PLACOOH, et 2/3 de PLAPh. 
 
Les trois polymères (masse totale de 1g dissoute dans 25 ml d’acétone) sont laissés sous 
agitation dans 25 ml d’une solution de tétracycline (de titre 1 µg/l) pendant 3 heures. Après 
évaporation des solvants et séchage, les MIP sont récupérés, puis broyés à l’aide d’un 
mortier et enfin gardés au congélateur à une température de - 4°C [29].  
 
II.2. Le lavage des MIP  
Le lavage des MIP est fait avec du méthanol à 99.9 % car il solubilise la tétracycline mais 
pas les polymères. 
 
La méthode de lavage de nos MIP était la suivant [29] : 
- Dans des tubes de 15 ml, on met 50 mg de MIP avec 13 ml de méthanol, on agite sous 
vortex pendant 10 min. 




- On récupère le surnageant, et on prend un échantillon qu’on fait passer dans le HPLC 
pour une détection de TC. 
- On répète l’opération 6 fois jusqu’à disparition du pic de TC. 
 
II.3. La recapture 
Pour la phase de reconnaissance, les MIP lavés sont à nouveau incubés pendant 24 heures 
dans une solution de tétracycline de titre connu (1µg/l) [29]. 
 
II.4. La quantification de la tétracycline capturée par l’empreinte 
 Après l’étape de reconnaissance, les MIP sont placés dans une solution de méthanol (ou la 
tétracycline sera soluble). La tétracycline libérée dans le filtrat est quantifiée par HPLC-UV 
[29]. 
 
III  NIP de PLA 
Les NIP sont des (non –imprinted -polymer), polymères non imprimés, comme leur nom 
l’indique, et toute au long de ce travail expérimental, pour montrer la spécificité de nos 
MIP pour la tétracycline, on va synthétiser quatre mélanges de NIP, comme contrôle, dans 
les mêmes conditions que les MIP, lors de la fabrication des NIP, il n’y aura pas d’étape 
d’impression, préliminaire.  
 
IV  Appareillages  
IV.1. RMN 1H (Résonance Magnétique Nucléaire)  
Pour la caractérisation de nos polymères, on a utilisé un spectrophotomètre Brucker ARX 





IV.2. HPLC (Chromatographie Liquide à Haute Performance) 
Nous avons utilisé une technique de dosage et séparation par HPLC (Waters 717 
Autosampler avec une interface Hitachi D7000, et une pompe Waters 616, (Milford, 
Massachusetts) sur une colonne C8 de 5 μm BDS130A, 150×4.6 mm (Phenomenex, 
Canada), avec un détecteur UV à 350 nm. 
 
IV.3. GPC (Gel Permeation Chromatography) 
Pour calculer les poids moléculaires de nos polymères le PLAOH, le PLACOOH et le 
PLAPh, on a utilisé un GPC : Chromatographie d'exclusion de taille avec un système  
GPCV 2000 (Watters, Milford, MA) avec un indice de réfraction à haute définition.  
 
THF: solvant  
Débit: 0,8 ml / min  
Température: 40 ° C  
Colonne: Trois colonnes Watters styrogel (HR2, HR3 et HR4)  
Les standards: polystyrène  
 
IV.4. DSC (Differential Scanning Calorimetry) 
Pour étudier la stabilité thermique de nos polymères et de nos NIP, on a utilisé un DSC 
Q1000, V9.0, build 275, Universal 4.1 D, TA Instruments, New Castle, USA. Le DSC a été 




Une vitesse de chauffage égale à 5 °C/min, 
Un nombre de passage égale à deux, 
Une quantité de l’échantillon égale à 50 microgrammes, 
Et une cupule d’aluminium fermé. 
On a obtenu des courbes représentant le flux de chaleur en fonction de la température. Le  




Résultats et discussions 
La synthèse du polylactide était faite selon un processus de polycondensation par ouverture 
du cycle, sur ce polylactide on a greffé des groupements fonctionnels (un alcool, un acide et 
un phényle) et afin de les identifiés on a réalisé les analyses suivantes. 
 
I. Analyses par RMN de proton 
Des spectres 1H RMN ont été réalisés pour l’identification de nos trois polymères le 

















    
a)                                                                          b) 
 
                              c) 
Figure 18: Spectre 1H RMN de : a)PLAOH, b) PLACOOH, c) PLAPh 
 
Pour les trois polymères, le PLAOH, le PLACOOH et le PLAPh, on observe les signaux 
caractéristiques du PLA, à 1,2 ppm les pics de CH3 en bout de chaine du PLA, et à 5,1 ppm 
les pics de CH dans la chaine du PLA, et pour le PLAPh, on voit aussi un autre massif à 7,1 
ppm c’est le pic caractéristique du groupement phényle. Ceci montre bien que le greffage 
de notre phényle est réussi On a pu calculer un pourcentage de greffage égale à 2,7%. 
On a essayé cette nouvelle méthode de greffage du phényle pour la première fois dans notre 




utilisant le glycidyl phényle éther, (méthode déjà expliquée), et elle nous donne un 
pourcentage de greffage assez satisfaisant. 
 
 
II. Analyses par GPC 
La détermination des poids moléculaires a été réalisée par chromatographie d’exclusion de 
taille (GPC) (Tableau 8). 
Tableau 8: Analyse par GPC de PLAOH, et du PLACOOH 
 
Polymère PLAOH PLACOOH             PLAPh 
MW 45 000 45 000 25 000 
Mn 31 500           31 000 19 265 
Polydispersité 1,43 1,45 1,29 
 
MW : Masse molaire moyenne en poids.  
Mn : Masse molaire moyenne en nombres. 
Indice de polydispersité : c’est le rapport Mw/Mn, il donne une première idée de la distribution des 
masses molaires des différentes macromolécules au sein du polymère. Pour un polymère parfait, où 
toutes les macromolécules auraient même longueur (et donc même masse molaire), il serait égal à 1 
(Le polymère idéal a un indice proche de 1). 
  
Les masses molaires de nos trois polymères : PLAOH, PLACOOH, et PLAPh sont 
respectivement : 45 000, 45 000 et 25 000, on voit bien à travers ces résultats que les 
conditions de synthèse pour le PLAOOH et le PLACOOH n’ont pas affectés les masses 
molaires. Les masses molaires du PLAOH et du PLACOH sont élevées et identiques avec 
des polydispersités très proches de 1.  





III. Analyses par DSC 
Pour  avoir une idée sur la stabilité de nos MIP, on a procédé à des analyses par DSC de 
nos trois polymères : PLAOH seul (Figure 19a), PLACOOH seul (Figure 19b), et PLAPh 
seul (Figure 19c), un mélange physique de composition 1/3 PLAOH, 1/3 PLACOOH et 1/3 
PLAPh des trois polymères (Figure 20),  les quatres lots de NIP (Figure 21) : 
Premier lot : NIP de composition 1/4  PLAOH- 1/2  PLACOOH- 1/4 PLAOPh (Figure 21a). 
Deuxième lot : NIP de composition 1/4  PLAOH- 1/2  PLACOOH-1/4 PLAOPh (Figure 
21b). 
Troisième lot : NIP de composition 1/4 PLACOOH- 1/2 PLAOH- 1/4 PLAOPh (Figure 
21c). 
Quatrième lot : NIP de composition de 1/6 PLAOH- 1/6 PLACOOH- 2/3 PLAOPh (Figure 
21d). 
On a jugé qu’il était inutile de procéder à l’analyse de nos lots de MIP de tétracycline car la 
température de décomposition de la tétracycline est de 215 °C [90] ce qui dépasse les 150 
°C, Or pour une T ≥150 °C, on assiste à une décomposition des polymères PLA. 
Pour les thermogrammes des figures 19, 20 et 21 on va appliquer la méthode de la tangente 
pour determiner la Tg. La température de transition vitreuse d'un matériau, Tg, est la 
température en-dessous de laquelle les molécules présentent une faible mobilité relative. 
Elle correspond à leur plus grande capacité de déformation. 
C’est pour cette raison qu’on s’est intéressé à la détermination de la Tg de nos polymères, 
car c’est très important pour nous de connaitre l’état physique de nos polymères qui 
serviront à la suite à la fabrication de nos MIP, sachant qu’avec une Tg trop basse on 








                           
 
Figure 19: Thermogrammes représentant le flux de chaleur en fonction de la température en °C  de : 
a) PLAOH seul, b) PLACOOH seul, c) PLAPh seul. 
  
Pour ces thermogrammes on trouve que dans  la figure 19a et 19c : on voit qu’on a un 
deuxième balayage plus claire que le premier est ceci est dû à l’effet du solvant dans le 
premier qui après chauffage a été éliminé, avec une Tg égale à 52 °C pour le PLAOH et 
une Tg égale à 48 °C  pour le PLAPh. 
Et pour la figure 19b : le pic n’est pas du à un solvant mais corresponds à une relaxation 
lente avec une Tg égale à 50 °C. 
On pourrait constater aussi que Pour les PLAOH et PLACOOH, on voit que la Tg de 
PLAOH est supérieur à la Tg de PLACOOH, et ceci est dû à ce que; plus le groupement est 








  Figure 20: Thermogramme d’un mélange physique de 1/3 PLACOH- 1/3 PLACOOH- 1/3 PLAPh 
 
Dans la figure 20, pour un mélange équimolaire des trois polymères on trouve une Tg égale 






Figure 21: Thermogrammes représentant le flux de chaleur en fonction de la température en °C  des 
mélanges de NIP de compositions : a) 1/4 PLAOH- 1/2  PLACOOH- 1/4 PLAPh, b) 1/4 
PLACOOH- 1/2 PLAOH- 1/4PLAPh, c) 1/4 PLAOH- 1/4 PLACOOH- 1/2 PLAPh, d) 1/6 PLAOH- 
1/6 PLACOOH- 2/3 PLAPh 
Pour les figures 21b, 21c, on a un DSC plutôt clair avec une Tg presque égale à 50 °C pour 
les deux lots de NIP, pour la figure 21d, on voit une légère augmentation de la Tg alors 
qu’on devrait s’attendre à une diminution de la Tg vu qu’on a augmenté la portion de 




On retrouve aussi l’effet du solvant au premier passage qui disparait au deuxième passage. 
On pourra ajouter que la tangente d’un mélange de polymères diminue par rapport à la 
tangente du polymère seul, et on pourra recommander alors avec une tangente assez élevée 
de conserver nos MIP à basse température parce qu’ils ne risquent pas de se déformer. 
. 
IV. Courbe de calibration (pour la quantification de la 
tétracycline par HPLC)  
Pour les besoins de calibration, quatre solutions de tétracycline dans le méthanol ont été 
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V.  Dosage par HPLC-UV 
 
La méthode de quantification est assez simple. Les échantillons sont placés dans le HPLC, 
on obtient une courbe d’intensité en fonction du temps de rétention, pour chaque lot de MIP 
et NIP cette opération est répétée trois fois.  
Pour tester l’efficacité de la reconnaissance des MIP, et après incubation d’une solution de 
tétracycline de concentration de 1 µg/l sous agitation pendant 24 heures, des échantillons 





Figure 23: Schéma représentant l’intensité en fonction du temps pour une solution de tétracycline de 
concentration 1 µg/ml 
 
La figure 23 représente l’intensité du signal de détection obtenu par HPLC en fonction du 
temps pour une solution de tétracycline de concentration 1µg/l, cette courbe nous servira à 
titre indicatif. Le pic de tétracycline sort à 4.3 min, précédé par un pic d’épitétracycline 




encore ce métabolisme peut se produire en solution aqueuse dans les matrices biologiques, 
il varie notamment en fonction du pH=2-6 [93] et de la température du milieu. L’origine de 
cet isomère pourrait aussi être métabolique. Les tétracyclines et  leurs isomères ont la 
même masse molaire, la même composition chimique, une seule différence les distingue 
l’un de l’autre, c’est l’orientation du –N(CH3)2 (Figure 24).  
Dans notre cas, et en faisant l’analyse de tous nos chromatogrammes pour les NIP et pour 
les MIP, on voit bien le pic d’épitétracycline qui précède le pic de tétracycline.   
 
 
«Source de [93]» 






Figure 25 : Schémas représentant l’intensité en fonction du temps de TC pour les quatre lots de MIP 
de composition : a) 1/2  PLAOH- 1/4  PLACOOH- 1/4 PLAPh, b) 1/4 PLAOH- 1/2  PLACOOH- 
1/4 PLAPh, c) 1/4 PLAOH- 1/2  PLACOOH- 1/4 PLAPh et d) 1/6  PLAOH- 1/6  PLACOOH- 2/3 






Et pour avoir une confirmation sur la spécificité des sites d’interactions, les NIP subiront 
les mêmes conditions (incubation pendant 24 h, lavage, test HPLC). Un prélèvement a été 
récupéré après 24 h d’incubation dans la même solution de tétracycline. La (Figure 26) en 








Figure 26 : Schémas représentant l’intensité en fonction du temps de TC pour les quatre lots de NIP 
de compositions : a) 1/2  PLAOH- 1/4  PLACOOH- 1/4 PLAPh, b) 1/4 PLAOH- 1/2  PLACOOH- 
1/4 PLAPh, c) 1/4 PLAOH- 1/2  PLACOOH- 1/4 PLAPh et d) 1/6  PLAOH- 1/6  PLACOOH- 2/3 





La figure 25a représente l’intensité en fonction du temps de TC pour une composition de 
1/2 PLAOH- 1/4  PLACOOH- 1/4 PLAPh après une incubation de 24 h de 200 mg de MIP 
de tétracycline, avec 20 ml de la solution de tétracycline à 1µg/l, le pic de tétracycline sort à 
3,9 min, et tous calculs faits, le taux de rétention de tétracycline est d’approximativement 
38,93 %. On peut observer une différence entre le taux de rétention de MIP en comparaison 
avec les NIP (Figure 26a). Tous calculs faits, on trouve un taux de rétention dans les NIP 
égale à 8,47 %. 
La figure 25b qui représente l’intensité en fonction du temps de TC pour une composition 
de 1/2  PLAOH- 1/4  PLACOOH- 1/4 PLAPh après une incubation de 24 h de 200 mg de 
MIP de tétracycline, avec 20 ml de la solution de tétracycline à 10 µg/l, montre que le pic 
de tétracycline sort à 4,5 min, et tous calculs faits, le taux de rétention de tétracycline est 
d’approximativement 44,81 %. On peut observer une différence entre le taux de rétention 
de MIP en comparaison avec les NIP (Figure 26b). Tous calculs faits, on trouve un taux de 
rétention dans les NIP égale à  12.24 %. 
Ainsi on a laissé intacte la masse de PLAPh, on a augmenté la masse de PLACOOH à 1/2 
et on a diminué la masse de PLAOH, le pourcentage de rétention de tétracycline varie 
légèrement. 
La figure 25c qui représente l’intensité en fonction du temps de TC pour une composition 
de 1/4  PLAOH- 1/4  PLACOOH- 1/2 PLAPh après une incubation de 24 h de 200 mg de 
MIP de tétracycline, avec 20 ml de la solution de tétracycline à 10µg/l, montre que  le pic 
de tétracycline sort à 3,5 min, et tous calculs faits, le taux de rétention de tétracycline est 
d’approximativement 66,34 %. On peut observer une différence entre le taux de rétention 
de MIP en comparaison avec les NIP (Figure 26c). Tous calculs faits, on trouve un taux de 
rétention dans les NIP égale à  14,97 %. 
Donc on a laissé égale la masse de PLAOH et de PLACOOH, et on a augmenté la masse de 
PLAPh à 1/2, de même que pour les lots précédents le pourcentage de rétention de 




La figure 25d qui représente l’intensité en fonction du temps de TC pour une composition 
de 1/6  PLAOH- 1/6  PLACOOH- 2/3 PLAPH après une incubation de 24 h de 200 mg de 
MIP de tétracycline, avec 20 ml de la solution de tétracycline à 10 µg/l, montre que le pic 
de tétracycline sort à 4,3 min, et  tous calculs faits, le taux de rétention de tétracycline est 
d’approximativement 78,07 %. On peut observer une différence entre le taux de rétention 
de MIP en comparaison avec les NIP (Figure 26d). Tous calculs faits, on trouve un taux de 
rétention égale à  17,90 %. 
Donc on a laissé la même masse de PLAOH et de PLACOOH, et on a augmenté la masse 
de PLAPh à 2/3, de même que pour les lots précédents le pourcentage de rétention de 
tétracycline varie légèrement il était de 8,47 %, après 12,24 %, 14,97% et pour ce dernier 
lot le pourcentage de rétention de NIP est de 17,90 %. 
On pourra alors conclure qu’avec les quatre lots de MIP, le pourcentage de rétention est 
passé de 38,93 % à 78,07 % grâce a l’augmentation de la masse du PLAPh, (du groupement 
de phényle) ce qui confirme notre hypothèse. Ainsi, on peut dire comme première 
conclusion que la présence du groupement de phényle qui est un groupement aromatique 
pourrait interagir avec le cycle aromatique de la tétracycline par des liaisons л- л et 
augmenter le nombre de sites d’interactions entre empreinte et tétracycline. La tétracycline 
serait donc liée au PLAOH avec des liaisons hydrogènes, au PLACOOH avec des liaisons 
électrostatiques et au PLAPh avec des liaisons л-л (Figure 27), la (Figure 28) représente 







Figure 27: Mécanisme des liaisons entre l’antibiotique et le PLAOH- PLACOOH- PLAPh 
 
Figure 28: Illustration du nuage polymérique attendu pour la tétracycline 
 
Dans la tétracycline on trouve autre que le cycle aromatique, et les trois autres cycles, des 
fonctions hydroxyles et un groupement amine tertiaire, ce qui justifie notre utilisation des 
groupements carboxyliques et hydroxyles du polymère qui peuvent former des liaisons 
hydrogène avec les groupements acides fonctionnels des tétracyclines. Ainsi, nos résultats, 
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montrent donc qu’avec des variations des masses de PLAOH et de PLACOOH, le 
pourcentage de rétention de tétracycline est inferieur à 45 %, ce qui valide encore notre 
première conclusion. 
 
VI. Comparaison entre NIP et MIP de tétracycline 
Ce schéma est obtenu après injection de nos lots de MIP et de NIP sur HPLC. 
Le HPLC nous donne l’aire de surface des pics de tétracycline en fonction du temps de 




Figure 29: Comparaison entre les aires des pics de tétracyclines obtenues avec les MIP (série 2), et 
les NIP (série1) 
 
Lot 1 de MIP ou NIP de composition: 1/2 PLAOH- 1/4  PLACOOH- 1/4 PLAPh 
Lot 2 de MIP ou NIP de composition: 1/4 PLAOH- 1/2  PLACOOH- 1/4 PLAPh 
Lot 3 de MIP ou NIP de composition: 1/4 PLAOH- 1/4  PLACOOH- 1/2 PLAPh 
Lot 4 de MIP ou NIP de composition: 1/6 PLAOH- 1/6  PLACOOH- 2/3 PLAPh 
La figure 29 représente un diagramme qui justifie la spécificité des sites d’interactions des 
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1- La quantité de tétracycline retenue par les MIP est largement supérieure à celle 
retenue par les NIP, étant donné que la surface de l’aire du pic est proportionnelle à 
la quantité de tétracycline). 
2- En faisant varier la concentration du PLAPh dans les lots de 1 à 4, la quantité de 
tétracycline dans les MIP varie remarquablement, ce qui n’est pas le cas avec les 
NIP, d’où la spécificité de nos MIP.    
Ces résultats sont en parfaite concordance avec les résultats mentionnés dans une autre 
étude qui a travaillée sur le même sujet, c'est-à-dire des MIP de tétracycline mais en 
utilisant la méthode de synthèse de MIP la plus répandue qui emploie comme monomère 
l’acide méthacrylique et comme réticulant le diméthacrylate éthylène glycol dont les 
résultats figurent dans le schéma suivant [94] : 
 
«Source de [94]» 
Figure 30 : la libération de tétracycline à travers les MIP et non-MIP 
La figure 30 montre bien que : 
1- La tétracycline serait libérée à travers les deux matrices de MIP et non-MIP. 





3- Au début la libération de la tétracycline à partir des non-MIP est presque deux fois 







Les antibiotiques sont utilisés couramment en agriculture et en médecine vétérinaire  
depuis les années 1950. Leurs utilisations inappropriées, laissent des résidus soit dans les 
tissus, soit dans les produits laitiers. Ces résidus ont des effets toxiques directs sur les 
consommateurs, par exemple, des réactions allergiques chez les  personnes hypersensibles, 
ou indirectement et peut même causer des problèmes par le biais de l'induction de souches 
résistantes de bactéries.  
Les pays de l'union européenne ainsi que la FDA, ont strictement réglementé l'utilisation de 
médicaments vétérinaires pour les espèces animales. Certains de ces médicaments peuvent 
être autorisés, mais dans des circonstances spécifiques, et en vertu d'une assez faible dose, 
pour ceux, l'Union-Européenne et la FDA ont fixé des LMR pour plusieurs antibiotiques 
dans les tissus, le lait et les œufs. Afin de détecter de tels résidus dans les aliments et les 
tissus, des essaies biotechniques sont utilisées comme méthodes de dépistages.  
En conséquence, l'élaboration d'une méthode, quantitative ou semi-quantitative, simple, 
rapide, sensible, efficace et non couteuse,  pour la détermination de résidus de médicaments 
vétérinaires dans les aliments est vivement souhaitée. Pour des raisons de sécurité 
alimentaire divers méthodes d'analyse ont été développés. 
Une approche plutôt prometteuse dans ce domaine est l'utilisation de polymères à 
empreinte moléculaires (MIP), qui possèdent la capacité de reconnaître sélectivement un 
analyte, comme un marqueur biologique, ou autre, en présence d'autres molécules de 
structure similaire. D'abord utilisés pour la séparation de petites molécules chirales, dans 
des colonnes de chromatographie, les MIP ont récemment été utilisés dans le domaine 
biomédical.  
Dans ce travail,  on a fabriqué des MIP de tétracycline. Les tétracyclines sont parmi les 
antibiotiques les plus utilisés, se sont des composés antibactériens à large spectre d'activité 




dans les cellules des bactéries sensibles et peuvent exercer un effet bactériostatique par 
l'inhibition de la biosynthèse des protéines. Les tétracyclines sont largement utilisées 
comme médicament en thérapie vétérinaire dans l'élevage de bovins pour la prévention et le 
traitement de maladie et comme additif dans l’alimentation.  
Par conséquence, des résidus de tétracyclines vont se  trouver dans le lait des bovins et des 
vaches, il faut alors trouver un moyen efficace de détection d’antibiotique au pied de la 
vache. 
Dans notre laboratoire on a réussi a fabriqué quatre lots de MIP de tétracyclines, qui ont 
donné des pourcentages de rétention de 38.93 % pour une composition de 1/4  PLAOH- 1/2  
PLACOOH- 1/4 PLAOPh, de 44.81 % pour une composition de 1/4 PLACOOH- 1/2 
PLAOH- 1/4  PLAOPh, de 66.34 % pour une composition de 1/4 PLAOH- 1/4 
PLACOOH- 1/2 PLAOPh et de 78.07 % pour une composition de 1/6 PLAOH- 1/6 
PLACOOH- 2/3 PLAOPh. 
 
Ceux qui confirment nos hypothèses qui étaient : 
 
 Augmenter la portion de PLAPh dans nos quatre lots de MIP augmentera-t-elle le 
nombre de site d’interaction spécifique avec la tétracycline. 
 Cette même augmentation aurait elle une conséquence directe sur le pourcentage de 
rétention de la tétracycline à travers les MIP. 
 
Dans un projet futur on pense, dans un premier volet à faire varier la masse de tétracycline, 
ou encore essayer avec d’autres antibiotiques, un autre volet très intéressant c’est d’essayer 
de greffer d’autres groupements, à notre PLA, dans  le but d’améliorer notre pourcentage de 
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